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Agrip Meltingarensimid trypsin er serin préteasi sem hvatar vatnsrof & peptidtengjum vid aminosyr-
urnar arginin eda lysin. Trypsin Ur Atlantshafsporski var hreingad@inébenzamidin sérvirkri sulu-

skilju og Mono Q jénaskiptastlu. Nokkur afbrigdi af ensiminu koma fram i jonaskiptagreiningunni.
Mest er af trypsin | afbrigdinu og var sjalfmelta pess rannsdkud. Radgreining & trypsini | synir ad hluti
ensimsins er rofinn vid lysin 154 en pad breytir ekki rastima pess a jonaskiptasulunni. Sjalfmelta & sér
stad medan & jonaskiptagreiningunni stendur og verdur sértaekt rof vio arginin 74 en vid pad breytist
rastimi ensimsins & sulunni. Eftir geymslu trypsins | i lausn viaC3@ar peptidbdtum safnad af vatns-
faelniskilju til amindendaradgreininga. Atta mégulegir sjalfmelturofstadir greindust. begar 114 af 222
amindsyrum ensimsins hafa nu verio radgreindar benda nidurstédur til ad trypsin | sé sama afbrigdio
og cDNA kIon ar Atlantshafsporski, sem einnig er nefnt trypsin | [A. Gudmundsd@ttir et al., Eur. J.
Biochem. 217 (1993) 1091-1097]. Nidurstédur benda til ad vid38inskordist sérvirkni trypsins | Gr
porski ekki vid rof vid arginin eda lysin.

Inngangur Tilgangur ranns6knanna sem hér er lyst var ad
kanna hvort sjalfmelta setti sér stad pegar trypsin |

Meltingarensimid trypsin flokkast til serin proteasddr Porski er geymt i lausn og pa & hvada stodum
en peir hvata vatnsrof & peptidtengjum i préteinurﬁznsimié er vidokveemast fyrir vatnsrofi. Einnig var
og peptidkedjum. Sérvirkni trypsins takmarkast a&annad hvort skyra megi tilvist einhverra af afbrigd-
jafnadi vid peptidtengi sem hafa aminésyrurnar argd"um sem greinast & jonaskiptasilu med pvi ad pau
inin (R) eda lysin (K) aminémegin vid tengid [1]. séu nidurbrotsafurdir af 6drum afbrigdum.

' Trypsip ar Atlantshafsporski flokkgst _t_iI kulda- Nidurstédur og umraeda
virkra ensima. bau hafa almennt meiri hvétunargetu
en sambeerileg ensim Gr spendyrum en stodugleifkuflangar tr Atlantshafsporski voru klipptir upp
peirra er aftur & méti minni. Pessi aukna hvétunog peim blandad vid 100 mM Tris-HCI lausn, 5
argeta og 6stodugleiki eru talin stafa af sveigianmM CaCh, pH 8,2. Eftir skilvindun var trypsin
legri byggingu [2—4]. Lyst hefur verid adgreiningu €inangrad @-aminébenzamidin-Sepharose 6B sér-
& sjo afbrigdum trypsina Gr porski & j6naskiptaskiljuteekri skilju [2]. Trypsin var greint i afbrigdi med
en skyldleiki afbriganna er ekki pekktur og eig-pattun a Mono Q HR 5/5 jonaskiptaskilju. Notadur
inleikar peirra hafa adeins ad litlu leyti verid skil- var 20 mM Tris-HCI buffer med 5 mM etandlamin
greindir [5]. brji trypsingen hafa fundist i gena-0g 10 mM CaC}, pH 9,0, vid stofuhita. Trypsin var
safni Gr porski. bau skra 6ll fyrir einni samfelldri losad af sulunni med 0-180 mM NaCl saltstyrks-
kedju ar 222 til 227 aminésyrum. Afurdir genannahalla i 18 ml, med fleedihrada 1 ml/min. Med pess-
eru trypsinforverar sem virkjadir eru med peptidrofiari adferd koma prir vel adgreindir trypsintoppar
vid arginin 15 [6, 7]. Préteasar geta i mérgum til-fram (sja mynd 1A). Fremsti toppurinn hefur ver-
vikum hvatad eigid vatnsrof, p.e. rof & eigin peptid-id skilgreindur sem trypsin I. Adferdin gefur goda
tengjum (sjalfmeltu), sem getur leitt til Gvirkjunar adgreiningu a trypsini | fra 68rum afbrigdum og var
préteinsins [8, 9]. Kuldavirk trypsin gaetu verid vid- hin notud til ad hreinsa pad i naegilegu magni fyrir
kveemari fyrir sjalfmeltu en ensim sem adlégud erpessa rannsokn.
ad heerra hitastigi vegna sveigjanlegri byggingar og Til ad ganga Ur skugga um ad trypsin | veeri
meiri hvétunargetu. hreint eftir greiningu & Mono Q sulu var toppnum
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Mynd 1. (A) Hreinsun trypsinis | & Mono Q jénaskipta-

skilju. Sulan var undirbtin med 20 mM Tris-HCI, 5 mM Mynd 2. SDS rafdrattur & trypsini I. Ras 1: Nyhreinsad
etanélamin og 10 mM Cagl pH 9,0. Trypsin voru los- trypsin | af Mono Q sllu. Ras 2: molmassastadlar. Ras
ud af med linulegum 0-180 mM NaCl saltstigli. Svarta3: trypsin | med 93% virknileif eftir geymslu vié 3C.
linan taknar gleypni vid 280 nm og graa linan er meeldullrypsinsynin voru TLCK hindrud, afoxud og karboxy-
styrkur stigulsins(B) Greining & trypsini | endurtekin vid methylerud og rafdregin & 8-25 polyakrilami® hallanda-
nakvaemlega sému adstaedur og a mynd 1A. geli.

sem svaradi til trypsins | safnad, syninu var hlad154 og 6rofid trypsin | sama rastima a Mono Q
i® aftur & stluna og greiningin endurtekin. Vid end-skilju med pessari greiningaradferd. [ trypsin Ib syn-
urteknu greininguna komu fram prir vel adgreindirum greindust hins vegar peptiorof vid valin 75 sem
toppar (mynd 1B). Trypsin | kom af stlunni vid 9 kemur a eftir arginini i rédinni og er pvi méguleg-
ml eins og i fyrri greiningunni en par ad auki birt- ur rofstadur fyrir trypsin. bannig virdist trypsin |
ust tveir litlir toppar vié 13,5 og 17 ml en par voru hafa verid rofid vid arginin 74 medan a jonaskipta-
einnig toppar med trypsinvirkni i fyrri greiningunni. skiljunni st6d. Vid petta rof breytast vidlodunar-
I fremri toppunum tveimur var trypsinvirkni, en eiginleikar trypsinsins vid Mono Q sGluna og nyr
virkni i prigja toppnum var undir greiningarmdrk- toppur faest (trypsin Ib). Pessar nidurstddur benda
um maeliadferdarinnar(0,01 U/ml). Nyju topparn- til pess ad toppurinn med rastima 13,5 minGtur sé
ir tveir voru kalladir trypsin Ib og Ic. Trypsin Ib og trypsin | sem hefur verid rofid vid arginin 74. pratt
Ic voru pad vel adgreind fra trypsini | ad utilokad varfyrir rofid helst ensimid virkt. Pessar nidurstodur
ad um mengun Ur j6drum toppsins Ur fyrri greining-benda til pess ad toppurinn vié 13,5 ml i Mono Q
unni veeri ad reeda. bvi hljota pessi trypsinform agreiningunni sé i raun nidurbrotsafurd Gr trypsini |
hafa myndast fra pvi ad syninu af trypsini | var safnen radgreina pyrfti prétein ar synum dr fyrri Mono
ad og par til sidari greiningunni var lokid. Atla maQ greiningunni til ad stadfesta pad.
ad um sé ad reeda sjalfmeltuafurdir sem loda fastar Frekari studningur fyrir sjalfmeltu & Mono Q
vid Mono Q suluefnid en trypsin I. skiljunni fékkst pegar skodadar voru trypsinheimt-
Til ad varpa lj6si & skyldleika trypsins | vid ur sem fall af fjdlda virknieininga sem a sudluna
trypsin Ib voru baedi afbrigdin amindsyruradgreindforu. Nidurstddur leiddu i ljés ad eftir pvi sem
Ekki reyndist neegilegt préteinmagn i toppi Ic til admeiru af virku ensimi var hladid a suluna pvi
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Mynd 3. (A) rpHPLC greining syna af hreinsudu trypsini I, sem geymd héfou verid vilC3Gyni med 100, 93

og 84% af upphafsvirkninni voru TLCK hindrud, afoxud og alkylerud aéur en pau voru greind. Sulan var undirbuin
med 0,1% TFA i vatni. Losad var af stlunni med 0-70% acetonitrili i 0,1% TFA. Toppar merktir 1-10 voru N-enda
radgreindir(B) Nidurstodur Ur N-enda radgreiningu a peptioum sem myndudust vid sjalfmeltu trypsins |. Notast er vid
eins bokstafs takna fyrir amindsyrurnar. Aminésyrur merktar med stjornu gefa til kynna rofstadi sem ekki eru sérhaefdir
trypsin rofstadir. baer amindsyrur sem eru feitletradar hafa ekki samsvérun vid dtgefna amindsyrurdd trypsins | (sja
umfjdllun i texta) [6].

minni ensimvirkni skiladi sér hlutfallslega af sul-id strax hindrad med TLCK. Til ad greina fyrstu
unni. Pannig fengust 5 virknieiningar af sulunnisjalfmeltustadi voru syni einnig tekin pegar virknin
pegar 10 virknieiningum var hladid a hana (50%haféi minnkad um 7% og aftur eftir 16% minnkun a
heimtur), 95 einingar gafu 24% heimtur og 155virkni og voru pau hindrud a sama hatt strax ad lok-
einingar adeins 18% heimtur. Likleg skyring a pviinni virknimaelingu. begar upphafssynid var greint
hversu faar virknieiningar skila sér pegar mjog pétta SDS hlaupi fengust prja bdnd sem hofou stad-
um synum er hladid & Mono Q sulluna, er ad sjalfsetningu samsvarandi 27 kDa, 12 kDa og 15 kDa
melta eigi sér stad i sifellt auknum meeli med vaxad mélmassa (sja mynd 2).

andi styrk trypsins. pessar nidurstodur voru mjog i samraemi vid paer

Enn er ekki vitad hveneer rofid vid lysin 154 sem fengust Ur radgreiningum & trypsini 1. Hluti
a sér stad. Med SDS-rafdréattargreiningu hefur sésameindanna i lausninni er érofin 27 kDa kedja, en i
ao nyhreinsad trypsin afamindbenzamidin skilju lausninni eru einnig trypsinsameindir sem eru rofn-
inniheldur préteinkedjur af svipadri steerd og mynd-ar vid lysin 154. Rof vid lysin 154 skiptir einmitt
ast vio rof vid lysin 154. bannig er liklegt ad rof trypsini i tvo bdta sem eru u.p.b. 10 og 15 kDa &
a pessum stad verdi aour en ad jonaskiptaskilgteerd.

unni kemur i préteinhreinsuninni. Enqu aod sidur er Tvislfidtengi TLCK hindrudu ensimsynanna
mogulegt ad pad gerist medan trypsin | er bundigy,y, rofin og Gthinar acetylamid afleidur af peim
vié Mono Q stiluna. adur en peptidin sem myndast hofdu vid sjalfmelt-
Sjalfmelta var einnig skodud med pvi ad geymauna voru greind & HPLC vatnsfzelniskilju. A mynd
trypsin | i 20 mM Tris, 5 mM etandlamin, 10 3 sést ad pegar trypsin | (100% virkni) var greint a
mM CaCl, pH 9,0 vid 30C. | upphafi var virkni  vatnsfaelniskilju komu fram margir toppar. A grund-
meeld, hun skilgreind sem 100% virkni, og syn-velli nidurstadnanna sem lyst er hér ad framan um
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nyhreinsad trypsin | hefdi matt bldast vid premurhindranum tosyl-phenylalanine-chloromethyl keton
toppum Ur pessu syni, 6klipptu proteini, auk but{TPCK) er baett i pessi syni minnkar virkni gagnvart
anna tveggja sem myndast vid rof vid lysin 154trypsinhvarfefni og chymotrypsinhvarfefni jafnmik-
Nidurstédurnar sem sjast a mynd 3A benda til pes®, eda um 20%. Pessar nidurstédur benda til
ao nyhreinsada trypsinio sem notad var i pessari tipess ad haefni til ad hvetja rof 4 pessum tveim-
raun hafi verid rofid & miklu fleiri stédum. bessirur gerdum hvarfefna bui i sému gerd af sameind-
peptidbutar geetu hafa myndast medan & hreingm og ad trypsin ar porski bui yfir breidari sér-
un ensimsins stéd eda medan synid var medhodndlirkni en trypsin sem &dur hafa verid rannsékud.
ad fyrir vatnsfaelniskiljuna. Samanburdur & peptidAmindsyruradirnar sem syndar eru & mynd 3B svara
mynstri trypsinsyna med 100% virkni, og synannail um 50% af amindsyrurdd trypsins |. baer aminé-
sem misst hafa 7% og 16% af virkni sinni synir, adsyrur sem eru feitletradar a mynd 3B eiga ekki
sumir toppar breyta um légun og adrir toppar heekkaminédsyrusamsvorun vid atgefna trypsin | cDNA
med minnkandi virkni. Pad bendir til ad sjalfmeltardd [6]. Pvi var cDNA rdd trypsins | radgreind aftur
hafi att sér stad (sja mynd 3A). Oliklegt verdur adog i ljos kom ad prjar af fjorum amindsyrum sem
teljast ad breytingar & toppunum eigi sér adrar skyrekki voru i samraemi vid amindsyruradgreiningu a
ingar en sjalfmeltu vegna pess ad synin eru eins aéypsini | voru rangt greindar i atgefinni trypsin |
Ollu leyti nema ad pau hafa dvalid mislangan tima EDNA r6d fra 1993. Hins vegar er enn 6vissa um
30°C hitabadi. aminésyru nr. 67.

Nidurstbdur radgreininga a amindéenda peptida
sem merkt eru 1-10 & mynd 3A sjast & mynd 3B.
Vid peptidgreiningu med vatnsfaelniskilju koma pau;i"
peptid sem eru vatnsfaelnust sidast af stlunni. be
eru ad jafnadi steerstu peptidin. bess vegna er li
legast ad peptidin sem greinast undir toppum 1 o
2 syni fyrstu stadina sem rofna vid sjalfmeltu. Auk
aminéendansSile-val-gly-gly-tyr-glu-cys, finnast i

Nidurstodur rannsoéknanna benda til pess ad
m.k. eitt eda tvo afbrigdi trypsins sem greinast
jonaskiptasulu séu sjalfmeltuafurdir trypsins I.
onnur afurdin myndast vid rof vid lysin 154 en
in vid arginin 74 en vio pessi rof hverfur ekki
irkni proteinsins. Nidurstddurnar syna ennfremur
ao trypsin getur hvatad rof & 6drum trypsinsameind-

pessum toppum aminéendar sem hafa myndast vjo 4 fj(‘jlm('jrgum .Stééum' 9 "?‘6 sérvirkni trypsins
rof vid lysin 107 og lysin 154. A grundvelli pessarra ur_pprskl_ er pannig ag rofstadir chymotrypsins eru
nidurstadna, og pess ad ensim, sem rofid er vid Iysﬁ'kk' Shultir.
154 finnst i nyhreinsudum trypsin | synum, er liklegt
ao lysin 154 sé fyrsti rofstadur i sjalfmeltu & trypsiniSummary: Trypsin is a digestive serine protease which
I. Adrir trypsin rofstadir sem komu fram vid rad- catalyzes hydrolytic cleavage of peptide bonds adjacent to
greiningarnar voru: lysin 24, lysin 49, arginin 66,arginines or lysines. Trypsin from Atlantic cod was puri-
arginin 74, arginin 90 og lysin 230. fied usingp-aminobenzamidine affinity chromatography
Undrun vekur ad tveir af rofstddunum semand Mono Q ion exchange chromatography. Several vari-
komu fram vid radgreiningarnar, histidin 40 ogants of the enzyme are separated in the second purifica-
cystein 182, eru karboxylmegin vid amindsyrurndion step. Trypsin | is in greatest abundance and autolysis
ar tyrosin og fenylalanin, en rof vid pessar amindef this variant was studied. Amino terminal sequencing
syrur tengist sérvirkni chymotrypsins. Einnig grein-shows that a fraction of trypsin I is cleaved at lysine 154
ist i tveimur toppum rofstadur karboxylmegin vid but this does not alter the retention time of the enzyme on
asparagin. Toppar nr. 9 og 10, sem innihalda pestie Mono Q column. A specific hydrolysis at arginine 74
peptid vaxa ad haed eftir pvi sem meiri trypsin-occurs while trypsin | is bound to the Mono Q matrix and
virkni tapast i pessari geymslutilraun vid qD.  this cleavage alters it's retention time. After incubation
Eftir hreinsun & sértaekri trypsinskilju og & Monoof trypsin | in solution at 30C, peptide fragments gener-
Q skilju, sem adgreinir einsték afbrigdi af trypsiniated by autolysis were separated on reverse phase HPLC
er ekki liklegt ad trypsin | synin séu mengud afand sequenced. At least eight autolysis sites were iden-
chymotrypsini. bvi er asteeda til ad eetla ad trypsitified. With the current data 114 out of 222 amino acid
I, pratt fyrir sina meintu prongu sérvirkni, sé vid residues of trypsin | have been sequenced. The protein
pessar adstaedur faert um ad rjifa & stddum seappears to be homologous to the cod trypsin cDNA se-
ekki eru deemigerdir fyrir ensimid. Préfanir hafaquence, also termed trypsin | [A. Gudmundsdottir et al.,
synt ad i trypsinsynum sem fast vid hreinsun &ur. J. Biochem. 217 (1993) 1091-1097]. Analysis of pep-
sérvirkri skilju er ensimvirkni til ad hvetja rof a tides generated by autolysis in solution indicates that the
hvarfefnum sem venjulega eru notud vid meelingaspecificity of trypsin | is not entirely limited to peptide
a chymotrypsinvirkni. Pegar sértaeka chymotrypsinsonds adjacent to arginine or lysine af 80
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